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been  done  on  lizard  venoms.  In  this  study, we  have  examined  the  structural  and  functional 




on enzyme substrates and also ability  to degrade alpha or beta chains of  fibrinogen  that reflects 
structural variability. Examination of other  toxin  types  also  revealed  similar variability  in  their 











contentious. Anecdotal  data  on  complications  following  V.  komodoensis  bites  triggered  scientific 
interest and were at first explained by the potential existence of pathogenic bacteria unique to the 
lizards’ oral  flora. The origin of  this  idea dates back  to  folk myths; however, Auffenberg  is often 
quoted  as  the  originator  of  it.  In  his  monumental  1981  study  [1],  he  reports  the  presence  of 
Staphylococcus sp., Providencia sp., Proteus morgani and Proteus mirabilis in mucoid samples from the 
external  gum  surface  of  the  upper  jaw  of  two  freshly  captured  “oras”  (the  local  name  for  V. 
komodoensis).  In  the  same  study,  the  specimen  from  the  San Diego Zoo possessed  none  of  these 
bacteria, and Auffenberg suggested that oras may depend on frequent reinfestation from carrion to 
replenish  their  “weaponised  bacteria”.  Though  Auffenberg  concludes  that  Proteus‐dominated 
infection  could  be  responsible  for  the  consequences  of  some  of  the  recorded  bites  and  could 
potentially play an adaptive role in V. komodoensis ecology, he himself concludes “that the infectious 
feature of an ora bite is a folk myth” [1]. A more recent study [2] echoed these findings.   
It was  not  until  very  recently,  however,  that  the  idea was  definitively  discarded,  since  V. 
komodoensis oral flora turned out to be not at all dissimilar from that of any other carnivorous animal [3]. 
The  sensational  reports  of  buffalo  dying  from  infection  are  not  only  exaggerations  about  the 
frequency of what is a rare event, but they are also a fundamental misreading of scenario with recent 
anthropogenic origins—V. komodoensis evolved in Australia, alongside two larger species of varanid 
lizard,  and  subsequently  radiated  into  Indonesia  [4].  Water  buffalo,  on  the  other  hand,  were 
introduced  to  the  islands only 300 years ago by Dutch settlers.  In their native environment water 
buffalo frequent vast marshes, whilst on the islands of Komodo and Rinca, which they share with V. 
komodoensis, the only available water sources are stagnant rocky pools measuring only 5–10 m across. 












This  clade was given  the name  “Toxicofera”  to  reflect  the presence of venom within  the group. 
Toxinological studies have further corroborated close evolutionary relationships between snakes and 
anguimorph  lizards,  showing  that Anguimorpha venom  glands  express proteins homologous  to 
toxins found in the venom of front‐fanged snakes [23–34].   




venom  systems  within  certain  lineages),  some  herpetologists  continue  to  prefer  the  older, 
morphology‐based  taxonomy  and  reject  recent  developments  in  the  evolutionary  toxinology  of 
reptiles [10,35]. Some recent publications disputing aspects of lizard venom evolution [10,35] relied 





















that  these  observations  will  have  to  be  reinterpreted  due  to  genetic  evidence  overturning 
morphology‐driven taxonomy, should not be an impediment to the acceptance of newer, more robust 




of  helodermatid  lizards  and  secrete many  of  the  same  proteins with  similar  bioactivity  [23–34]. 
Therefore, the weight of history should not stand in the way of scientific advancement. This lack of 
acceptance  of  more  lizards  being  venomous  than  previously  understood,  is  mirrored  by  the 
reluctance of some [35,38] to accept that all advanced snakes share a common venomous ancestor 
[25,29,34,36,39].   













the  term  “Toxicofera hypothesis”  could  refer  either  to  a hypothesis  concerning  the phylogenetic 
existence  and  constituency  of  the  Toxicofera  clade,  or  one  of  several  interpretations  of  the 
evolutionary history of venom systems within the clade. Regardless of evidence or views on venom 
evolution within the clade, the weight of evidence (whether morphological or molecular) strongly 






without  support values. Had node  support been presented  in  the main paper with  the  standard 
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protocol of  collapsing nodes below 50%,  their  trees would be  largely polytomies with very  little 
topological information. Given that many of their conclusions were based on the topology of those 
trees, we must  consider  that  those  conclusions were  not  supported  by  their  data  or  analyses. 
Therefore their assertion that many reptile venom proteins are simply expression of ‘housekeeping 
genes’,  and  therefore  calling  into  question  the  single  early  origin  of  the  venom  system,  is  not 
phylogenetically supported.   
Some  of  the  controversy  surrounding  the  “Toxicofera  hypothesis”  (sensu  HEA)  of  venom 
evolution has been blamed on inconsistencies in definitions of the word “venom” and the designation 
of  certain  species as “venomous”.  In  reality,  the various definitions of “venom” differ  little—the 
consensus is that venom is an actively delivered (e.g., via a bite or a string) secretion that functions 





aid digestion. Here, we prefer  the more  restricted definition—whilst digestion  is undoubtedly  a 
function of the oral secretions of the lizards examined in the present study, that fact alone does not 
qualify the secretions as “venoms”.   













stand‐alone prey  subjugation mechanisms—they may be used  in  concert with physical means of 






























bites with concern upon  their occurrence. Vikrant and Verma  (2014)  reported a  lethal bite by  the 
related V. bengalensis that induced local pain, blood loss, as well as nausea, diaphoresis, dizziness, 
and breathlessness in the victim and eventually led to an acute kidney injury and cardiac arrest [49]. 
The  actual  culprit  responsible  for  this  bite  has  been  questioned  by  clinical  toxinologists,  who 
considered  it more  likely  to  be  a venomous  snakebite  [50]. However,  it must  be noted  that  this 
dissenting  opinion  by people who were  not  involved  in  the  case did  not provide  any  new  and 
contradictory evidence. In contrast, a local wildlife officer who was present at the event confirmed 
the identity of the monitor lizard and the attending physicians documented the bite wounds as being 
inconsistent  with  the  puncture  wounds  characteristic  of  bites  by  venomous  snakes  but  rather 
consistent with the lacerations produced by monitor lizard bites (Vikrant personal communication). 




















half  hour when  defensively  biting.  This  likely  leads  to  differences  in  the  amount  of  oral  fluids 
inoculated to the victim, with symptomatic human bites typically being those in which the varanid 









In  both  cases,  sophisticated  structures with  separated protein  and mucous  regions,  a  structured 
lumen  for  storing  liquid  venom,  and  a  thick membranous  cover,  have  evolved.  Further  to  this, 
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morphological  as  well  as  molecular  evolutionary  studies  have  indicated  that  these  glands  are 
homologous with  the venom glands of snakes  [23,25,27,29,32,33,53]. The  fact  that varanid  lizards 
possess highly developed dental glands suggests that those glands in one way or another play an 
important  role  in  their  life.  It  has  been  shown with  venomous  snakes which  switch  to  eggs  or 
constriction as an alternate form of prey capture rapidly lose the functionality of their venom glands, 
with atrophying occurring in short periods of (evolutionary) time [25,29,54,55]. 
The  evolution  of  a  complex  venom  system  is  likely  only  possible  under  certain  contingent 
circumstances—i.e.,  when  both  environmental  conditions  select  for  it  and  a  species’  overall 
evolutionary  trajectory  facilitates  it.  For  example,  in  Iguania  the  incipient  venom  glands  never 
developed any significant complexity, probably due to the mainly insectivorous/herbivorous nature 





quantity of vertebrates  in  their diet,  the glands  are  larger  and  the protein‐secreting  region more 
developed  (though we stress  that  this  is not equivalent  to  them being  ‘venomous’ per se but  it  is 
strongly suggestive of a functional role in predation) [29,30]. 
Previous  work  on  helodermatid  lizards  has  demonstrated  a  striking  level  of  proteomic 
conservation within the venoms of this clade, with the same basic toxin groups present  in similar 
quantities  [27,57] despite  the most recent common ancestor  (MRCA) of  the  five Heloderma species 
existing  ~15–20 million  years  ago  [11]. While  the  venom  glands  of  Varanus  species  have  been 
compared transcriptomically, the only proteomic comparisons to‐date were limited to SELDI mass 
spectrometry  [23,32,33]. However a diversity of components have been  functionally characterised 








Therefore,  the aim of  this study was  to undertake a proteomic and  functional comparison of 
varanoid lizard venoms in order to uncover patterns of venom evolution across the clade and to add 
to  the body of knowledge regarding  their controversial evolution. In view of  treating  the varanid 





































































































































































V. acanthurus  +  +  +  +   
V. baritji  +  +  +  +   
V. giganteus    +  +  +  +  +  + 
V. gilleni  +  +  +  +  +  +  + 
V. griseus  +    +  +  +    + 
V. jobiensis  +    +  +  +  +  + 
V. komodoensis    +  +  +  +  +  + 
V. melinus  +    +  +  +  + 
V. mertensi    +  +  +  +  +  + 
V. mitchelli    +  +  +  +  + 
V. panoptes rubidus    +  +  +   
V. prasinus    +  +  +    + 
V. salvadorii  +    +  +  +  +  + 
V. scalaris  +  +  +  +  + 
V. tristis  +  +  +  +  +  + 
V. varius  +    +  +  +  +  +  + 
 
Figure 5. Varanid venom 2D gel comparisons showing the relative kallikrein presence. (A) Varanus 





















diversifying or positive selection,  the converse  is  true. However,  the FUBAR  (Fast Unconstrained 
Bayesian  AppRoximation)  and MEME  (Mixed  Effects Model  of  Evolution) methods  detected  a 










































As kallikrein  toxins  isolated  from Heloderma venoms have been  shown  to exert non‐clotting, 
destructive  cleavage of  fibrinogen  [79,85], we  investigated  the  relative  time‐dependent actions of 
venoms in this study for such actions (Figures 11–13). Intriguingly, differences in cleavage products 
indicated differential cleavage sites. A consistent pattern emerged  in which all venoms displayed 





































H. exasperatum  0.300 ± 0.019  0.04 ± 0.003  0.435 ± 0.013  0.056 ± 0.002  0.200 ± 0.023
H. horridum  0.420 ± 0.027  0.408 ± 0.037  0.396 ± 0.015  0.159 ± 0.01  0.100 ± 0.009
H. suspectum  0.400 ± 0.015  0.103 ± 0.012  0.416 ± 0.015  0.103 ± 0.006  0.150 ± 0.017
L. borneensis  0.008 ± 0.001  0.102 ± 0.007  0.652 ± 0.018  0.458 ± 0.012  0.010 ± 0.007
V. acanthurus  0.059 ± 0.003  0.467 ± 0.022  0.818 ± 0.099  0.587 ± 0.066  0.050 ± 0.003
V. baritji  0.001 ± 0.001  0.874 ± 0.043  0.773 ± 0.047  0.308 ± 0.006  0.001 ± 0.001
V. giganteus  0.002 ± 0.001  0.351 ± 0.043  0.746 ± 0.034  0.538 ± 0.011  0.014 ± 0.009
V. gilleni  0.010 ± 0.003  0.400 ± 0.015  0.118 ± 0.002  0.001 ± 0.001  0.024 ± 0.003
V. griseus  0.006 ± 0.002  0.040 ± 0.009  0.247 ± 0.023  0.166 ± 0.003  0.015 ± 0.003
V. jobiensis  0.198 ± 0.013  0.317 ± 0.017  0.807 ± 0.026  0.882 ± 0.032  0.019 ± 0.002
V. komodoensis  0.080 ± 0.009  0.467 ± 0.012  0.339 ± 0.035  0.050 ± 0.001  0.011 ± 0.005
V. melinus  0.276 ± 0.015  0.317 ± 0.025  0.600 ± 0.016  0.503 ± 0.013  0.288 ± 0.019
V. mertensi  0.094 ± 0.004  0.300 ± 0.019  0.571 ± 0.018  0.546 ± 0.009  0.012 ± 0.005
V. mitchelli  1.000 ± 0.057  1.000 ± 0.097  0.962 ± 0.016  0.938 ± 0.053  0.008 ± 0.003
V. panoptes 
rubidus  0.208 ± 0.016  0.351 ± 0.011  0.230 ± 0.021  0.071 ± 0.003  0.019 ± 0.004
V. prasinus  0.407 ± 0.036  0.874 ± 0.057  0.700 ± 0.058  0.607 ± 0.027  0.028 ± 0.002
V. salvadorii  0.208 ± 0.012  0.103 ± 0.012  0.336 ± 0.015  0.225 ± 0.006  0.046 ± 0.007
V. scalaris  0.378 ± 0.019  1.000 ± 0.089  1.000 ± 0.037  1.000 ± 0.057  0.119 ± 0.011
V. tristis  0.161 ± 0.015  0.040 ± 0.003  0.793 ± 0.021  0.361 ± 0.009  0.017 ± 0.005

















































Figure 16. Ancestral  state  reconstructions over branches  for PLA2 enzyme  substrate  consumption 











The  venoms  of  varanoid  lizards  remain understudied  in  evolutionary  toxinology;  however, 
multiple  sources  of  evidence point  to  the  adaptive  evolution  of venom  in varanoid  lizards. The 




[1,114,115] and no  study has  compared  tooth morphology and  function across many  species. The 
presence of serrations can be  important  indicators of  tooth  function  in reptiles. Serrated  teeth cut 
compliant material by presenting less contact area with the material, and thus the applied force at 
each point of contact is relatively greater. Serrations also act to trap and cut sections of material with 
a  ‘bite  and  slice’ mechanism  allowing a  sliding  force  to be  transferred  into a  cutting  force  [116]. 











evident  direct  links  to  venom  chemical  composition  and  serrations,  there  was  for  prey 
dismemberment  strategies.  The  aquatic  lineage  V.  mertensi  thus  represents  a  secondary  loss  of 



















The cleavage of  the  two  fluorescent substrates were  incongruent with each other,  thus  indicating 
variations  in  enzyme  specificity  (Figures  9A,B  and  10).  Similarly  the  actions  upon  fibrinogen 





larger  species, both of  the  adult  animals  and  across  the  life history. Thus, while multifunctional 
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effects  ranging  from muscle  contraction  in  this  study  (Figure  15)  through  to  platelet‐inhibition 
mediated anticoagulation shown previously [33].   
Smaller species (members of the Odatria subgenus), on the other hand, predominantly feed on 






kallikrein action  in  these species may  instead be  linked  to high kininogen cleavage activity, with 
liberated kinins causing a rapid hypotensive effect in envenomed prey/predators. As this was beyond 




types  in  venom  gland  transcriptome  of  varanid  lizards  and  snakes,  and  these  toxins  have  been 
inferred as present  in  the oral glands of  the Toxicofera MRCA  [23,24,27–30,32–34]. Characterised 
toxicoferan venom kallikreins induce fibrinogen depletion (Figures 11–13) in the prey organism and 












help  in  antipredator  defence  or  in  intraspecific  competition,  and may  have  additional  roles  in 
digestion, by providing additional enzymatic activity, or  in maintaining oral health by  including 
antimicrobial  agents  [29,30,41,123,124].  Indeed,  venoms  are  likely  to  be multifunctional  in many 
(perhaps  most)  species  with  either  the  same  or  different  toxins  facilitating multiple  ecological 
functions  [26,29,30,41,123,125,126], and  the  range of  roles venom may play  in varanids and  their 



















The  presence  of  kallikrein  alongside  chitinase  in  the  venoms  of Odatria  suggests  that  these 
secretions may serve multiple functional roles for these lizards—multifunctionality of toxic secretions 
is common in venomous organisms, and where venom is an oral secretion it often preserves its more 
primitive role  in digestion  [41]. Some components recovered  in the study are very  likely  to be an 
adaptation for arthropod‐based diets, which strengthens the point that venom glands  in varanoid 
lizards  likely  have more  than  a  single  function. That  is,  in  addition  to  its potential  role  in prey 
subjugation, defence, or  intraspecific  competition  (the  classic  roles of “venom”  sensu  stricto  [41]), 
varanoid lizard oral secretions may potentially aid in digestion. 
According  to  our  results,  varanoid  lizard  venom  is  largely  based  on  kallikrein  toxins  that 
previous studies have shown to be homologous with those present in the venom of advanced snakes 
[23,24,27–30,32–34]. Additional components are present  in various species with profile complexity 
seemingly being  a  function of  size  and habitat where  larger monitors possess  the most  complex 
venom  and  smaller or  aquatic  species  the  least. The high  level of variability of varanid venoms 
relative to the high levels of conservation in helodermatid lizards, points to active evolution under 
selection  pressure.  Components  such  as  lysosomal  acid  lipase  (Figure  8)  are  functionally 
uncharacterised but underscore the rich biodiscovery potential of lizard venoms. As we were able to 












Australian samples were previously collected at  the same  time as a  transcriptome study  [32] 
under University  of Melbourne  (2005)  approval UM0706247  as  part  of  the  long‐term  cryogenic 




founder  stock),  Varanus  acanthurus  (Newman,  WA,  Australia),  V.  baritji  (Adelaide  River,  NT, 
Australia), V. giganteus (Sandstone, WA, Australia), V. gilleni (captive bred specimens of unknown 
founder stock), V. griseus  (captive bred specimen of unknown  founder stock), V.  jobiensis  (captive 
bred specimens of unknown founder stock), V. melinus (captive bred specimens of unknown founder 
stock), V. komodoensis (Singapore Zoo captive bred specimens of unknown founder stock), V. melinus 
(captive bred  specimens of unknown  founder  stock), V. mertensi  (Kununurra, WA, Australia), V. 






bred  specimens  of  unknown  founder  stock),  and  V.  varius  (Mallacoota, VIC, Australia).  3  adult 






taken  at  10  kV  and  a working  distance  of  88 mm.  These  images were  used  for morphological 
measurements. To provide a comparative estimate of tooth serrations, the total distance from the tip 
of the tooth to the base was measured along both the anterior and posterior edge. The distance along 





and  non‐reducing  conditions  using  the manufacturer  (BioRad)  protocol. Gels were  prepared  as 
follows: 0.05 mL deionised H2O, 2.5 mL 30% acrylamide mix, 1.5 mL 1.0 M Tris‐HCl, pH 8.45, 0.480 





























































USA) using  a  thorough  identification  search,  specifying  iodoacetamide  as  an  alkylation method, 
trypsin digestion and allowing for biological and chemical modifications (ethanolyl C or deamidated 






















solution  added  to  each venom  sample  to  a  final  substrate  concentration of  100  μM. Absorbance 




















32–34  °C. A  resting  tension  between  1  and  3  g was  found  to  be  the  optimal  starting  baseline. 
Stimulation was performed with 50 μg/mL of crude venom; deionised H2O (170 μL) was used as a 
control. The venom was left in the organ bath with the preparation for approximately 30 min or until 















































analyses  conducted  in R version  3.2.5  [132] using  the  ape package  [133]  for general handling of 
phylogenetic and trait data. Ancestral states were estimated and reconstructed over the tree in order 
to  investigate the evolutionary history of the traits and consequently their relation to one another 
over  time.  The  continuous  functional  traits were  reconstructed  by maximum  likelihood  in  the 












Publicly  available  kallikrein  sequences  were  retrieved  from  GenBank  by  using  Varanus 







sequences  for performing  the  later  selection analyses  [142]. Using  the  closest  sequence  similarity 
reptile  venom  structure  (GU441485)  as  input,  the Phyre2 webserver  generated  a  custom protein 
structure based on the published structure (PDB ID: 3S9C) [143]. This structure has a resolution of 1.8 
Å and was 41% identical with the query sequence and with conservation of the cysteine residues. 
Protein models were  rendered  in UCSF Chimera  version  1.10.2  [144]. Conservation  scores were 
calculated using the UCSF Chimera implementation of AL2CO under the default settings [144,145]. 
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